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Zakres materiału (zagadnienia) w ramach wykładów z przedmiotu inżynieria 

bioprocesowa na kierunku biotechnologia 

 

 Inżynieria chemiczna, procesowa i bioprocesowa – zagadnienia 

podstawowe 

 Podstawy biochemiczne bioprocesów 

 Kinetyka i modele wzrostu mikroorganizmów, typy hodowli 

 Metody i kinetyka sterylizacji 

 Analiza bioprocesu w bioreaktorze: 

  napowietrzanie i mieszanie 

  wymiana masy i ciepła   

  regulacja i optymalizacja procesów 

  zasady powiększania skali procesu 
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Ćwiczenie nr 1 

Temat: Transformacja pDsRed2 

Część teoretyczna 

1. Transformacja komórek bakteryjnych. 

2. Elektroporacja i inne metody uzyskania bakteryjnych komórek kompetentnych. 

Część praktyczna 

1. Zwirować 1.5 ml hodowli całonocnej DH5α przy  13.500 rpm przez 3 min. 

2. Odrzucić supernatant i wypłukać 4-krotnie komórki w sterylnej wodzie dejonizowanej 

(1000 µl, 600 µl, 300 µl, 100 µl). 

3. Zwirować komórki, odrzucić supernatant i zawiesić komórki w 90 µl 10% glicerolu. 

4. Dodać do probówki 6 µl DNA plazmidowego i inkubować w lodzie przez 30 min. 

5. Mieszaninę umieścić w kuwecie do elektroporacji i przeprowadzić elektroporcję przy 

1800V. 

6. Umieścić kuwety w lodzie na 10 min. 

7. Dodać 1 ml podłoża TSB i inkubować przez 30 min w 37 ºC. 

8. Wysiać bakterie na podłoże z dodatkiem antybiotyku i inkubować przez całą noc w 37ºC. 

 

Notatki 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 
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Ćwiczenie nr 2 

Temat: Analiza wydajności izolacji białek z komórek bakteryjnych 

Część teoretyczna 

1. Geny reporterowe. 

2. Metody homogenizacji bakterii. 

3. Zjawisko fluorescencji. 

Część praktyczna 

1. Uzyskane w poprzednim ćwiczeniu bakterie zebrać wymazówką (powierzchni ok 3 × 3 

cm) i zawiesić w wodzie dejonizowanej. 

2. Komórki odpłukać z resztek podłoża poprzez 3-krotne zawieszanie w wodzie 

dejonizowanej (500 µl) oraz wirowanie (13 400 rpm, 3 min.). 

3. Komórki przenieść do probówki 15 ml (Falcon) i zawiesić w 5 ml wody 

4. Mieszaninę poddać sonikacji przy wartościach energii:i 0,5; 1; 2; 4; 8 kJ.  

5. Mieszaninę zwirować, odrzucić supernatant a osad zawiesić w 500 µl wody 

dejonizowanej. 

6. Zmierzyć wartości fluorescencji na czarnej płytce mikrotitracyjnej (96-dołków) dla 

każdego z homogenizatów przy warunkach: λ = 563 nm (dla wzbudzenia) i λ = 582 nm 

(dla emisji). 

7. Skorelować ilość energii użytej do homogenizacji z aktywnością białka. 

 

Notatki 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 
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Ćwiczenie nr 3 

Temat: Wpływ warunków hodowli drobnoustrojów na ekspresję genu reporterowego  

Część teoretyczna 

1. Buforowanie podłóż mikrobiologicznych. 

3. Napowietrzanie hodowli a przyrost masy hodowli. 

4. Zużywanie się składników odżywczych podczas wzrostu hodowli. 

Część praktyczna 

1. Przygotować podłoże płynne LB w objętości 100 ml. 

2. Przygotować w probówkach typu Falcon (50ml) podłoże płynne LB o ustalonym pH na 

wartościach 5,0; 6,0; 7,0; 8,0 w objętości 5 ml. 

3. Przygotować trzy probówki typu Falcon (50ml) z podłożem płynne LB w objętości 5 ml. 

4. Zebrać za pomocą wymazówki bakterie z genem reporterowym z hodowli stałej na 

płytce Petriego (pow. ok 3 x 3 cm) i zawiesić w 1 ml podłoża LB. 

5. Przygotowanym inokulum bakteryjnym zaszczepić przygotowane wcześniej podłoża 

płynne w stosunku objętościowym 1:100. 

6. Hodowle z ustalonym pH umieścić w cieplarce z wytrząsaniem (37 ºC) 

7. Hodowle w pozostałych probówkach umieścić w  

a) w cieplarce z wytrząsaniem (37 ºC) – warunki tlenowe 

b) w cieplarce z bez wytrząsania (37 ºC) – warunki mikroaerofilne 

c) w komorze gas box w cieplarce z bez wytrząsania (37 ºC) – warunki beztlenowe. 

8. Uzyskane hodowle przenieść w objętości 1,5 ml do probówki typu Eppendrof i zwirować 

(13 400 rpm, 3 min.) 

9. Osad bakteryjny zawiesić w wodzie dejonizowanej i przenieść na płytkę mikrotitracyjną 

(czarną). Zmierzyć poziom fluorescencji przy λ = 563 nm (dla wzbudzenia) i λ = 582 nm 

(dla emisji). 

 

Notatki 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 
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Ćwiczenie nr 4 

Temat: Bioreaktor 

Część teoretyczna 

1. Hodowla okresowa, półokresowa i ciągła 

2. Budowa bioreaktora, szlak biotechnologiczny 

3. Sterylizacja-przebieg, rodzaje 

Część praktyczna 

1. Zmontowanie zestawu BiostatA Plus firmy Sartorius oraz kalibracja sond według 

instrukcji producenta 

2. Przygotowanie 2L podłoża LB 

3. Sterylizacja układu 

 

Zajęcia prowadzone z wykorzystaniem bioreaktora Biostat A Plus firmy Sartorius (link do 
strony producenta). Na wykładzie poprzedzającym zajęcia zostanie przedstawiony film 

instruktarzowy związany z montażem układu bioreakor-jednostka sterująca-sondy. 

 

Notatki 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

 

  

http://www.sartorius.com/en/biostat-a?gclid=CMb4j-Oem8UCFQLMtAodEzYAFw
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Ćwiczenie nr 5 

Temat: Wpływ ampicyliny na przyrost biomasy i poziom fluorescencji szczepów E. coli z 

wklonowanym plazmidem pDSRed2 

 

www.benchling.com 

 

Część teoretyczna 

1. Zastosowanie plazmidów w biotechnologii  

2. Budowa plazmidu, typy plazmidów  

3. Bioproces i zasady jego kontroli z poziomu bioreaktora: pH, temperatura, pienie 

Część praktyczna 

1. Przygotowanie 96 h hodowli E. coli z wklonowanym plazmidem pDSRed2 w LB z 

dodatkiem ampicyliny (grupa 1) i bez dodatku antybiotyku (grupa 2) 

Pobrać kolonię E. coli z wklonowanym plazmidem pDSRed2 z odmłodzonej hodowli do 100 

ml jałowego podłoża LB i hodować 12 h w 37°C z wytrząsaniem. Powyższym inokulum 

zaszczepić bioreaktor z 2 L jałowego podłoża LB z dodatkiem lub bez ampicyliny o stężeniu 

100 g/ml (przygotowanie urządzenia na poprzednich zajęciach). Co 24 h (przez 4 dni) 

pobrać jałowo ok. 10 ml hodowli i określić jej zmętnienie spektrofotometrycznie (600 nm) 

oraz poziom fluorescencji białka RFP z wykorzystaniem czytnika Tecan. 

2. Sporządzić wykresy zależności czasu hodowli od jej zmętnienia oraz poziomu 

fluorescencji białka RFP w obecności (grupa 1) oraz bez dodatku ampicyliny (grupa 2).  

3. Omówienie wyników uzyskanych przez obie grupy – analiza porównawcza 


